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Afdeling SERH 1984- 09-26 
RAPPORT 84.94 Pr.nr. 505.0621 
Projekt: Ontwikkeling residubepalingen voor dienestrol en hexestrol 
met behulp van behandeling van een aantal vleesstieren. 
Onderwerp: Bepalen van de titer en de specificiteit van het RIVM-DES-
antiserum 0646/0647 en het Hoechst stilbeenantiserum 6139 
met 3H-HEX of 3u-DE als gelabeld antigeen. 
Doel: 
Enige eigenschappen vaststellen van het RIVM-DES-antiserum 0646/0647 
en het Hoechst stilbeenantiserum 6139 met als gelabeld antigeen 3H-HEX 
(Spec.act. 74 mCi/mg) en 3H-DE (Spec.act. 1,84 mCi/mg). 
Samenvatting: 
Van beide antisera worden antiserumtitratiecurves gemaakt om de titer 
te bepalen. 
Om de specificiteit van de antisera te bepalen, werden de aanverwante 
verbindingen DE en DES in opklimmende concentraties geincubeerd met de 
beide antisera. Door de concentratie HEX die 50% B/Bo geeft te verge-
lijken met de concentratie van die stof die eveneens een % B/Bo geeft 
van 50, kan het percentage kruisreaktie van die stof berekend worden. 
Conclusie: 
De titer van de antisera is voor: 
RIVM 0646/0647 met 3H-HEX 1:760 
RIVH 0646/0647 met 3H-DE « 
Hoechst 6139 met 3n-HEX 1:500 
Hoechst 6139 met 3n-DE « 
Het RIVM antiserum 0646/0647 kruisreageert met DES en DE respektieve-
lijk voor 100% en 16% (met 3H-HEX). 
Het Hoechst antiserum 6139 kruisreageert met DES en DE respektievelijk 
voor 14% en 9% (met 3H-HEX). 
Zowel met RIVM- DES antiserum nr. 0646/0647 als met het Hoechst stil-
beenantiserum nr. 6139 kan, in combinatie met 3H-HEX Rexestrol bepaald 
worden. 
3H-DE (Spec.act. 1,84 Ci/mg) is niet geschikt om gebruikt te worden 
als gelabeld antigeen in een RIA voor de bepaling van DE. 
Verantwoordelijk: dr W.G. de Ruig 
Hedewerker/samensteller: Th.H.G. Polman ~ 
Projektleider: dr W.G. de Ruig ~~ 
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1. Bepaling van de titer en werkverdunni ng van het RIVM- DES-antiserum 
0646/0647 en van het Hoechst stilbeenantiserum 6139 met als labels 
3H-DE en 3H-HEX 
1.1 ~i_!!C!P~ 
Een constante hoeveelheid radio-aktief gemerkt antigee n wordt geincu-
beerd met oplopende verdunning van het antiserum, waarna de gebonden 
en de vrij gebleven hormoonfrakties worden gescheiden . Het percentage 
dat gebonden is, wordt uitgezet tegen de verdunningsgraad van he t an-
tiserum. 
1.2 Definitie 
Onder de titer van een antiserum lomrdt verstaan de verdunning '"aarbij 
50% van de toegevoegde hoeveelheid tracer gebonden wordt. De werkver-
dunning is die verdunning waarbij 40 tot 50% van de toegevoegde hoe-
veelheid tracer gebonden wordt, onder de omstandigheden van de late r 
uit te voeren RIA- bepaling . 
1.3 .2_p~c!a_!e_"_sh~m!c~lië_!!" 
In dit onderzoek zijn de volgende produkten op hun bruikbaarheid ge-
test: 
Antisera: RIVM-DES-antiserum 0646/0647 
Hoechst stilbeenantiserum 6139. 
Tracers 3H- HEX - code TRQ 2818 
- spec. aktiviteit 74 mCi/mg 
3H- DE - code TRQ 2819 
- spec. aktiviteit 1,84 mCi/mg. 
1.4.1 RIVM- DES-antiserum nr. 0646/0647 
Van het RIVH- OES- antiserum zijn voorraadoplossingen van 1:40 ingevro-
ren. Deze worden be,.,aard bij -20°C. Voeg de inhoud van enkele van deze 
buisjes voorraadoplossing bij elkaar en maak hiervan verdunningen met 
0,02 m fosfaatbuffer van 1:50 tot 1:10.000 . 
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Neem voor elke verdunning evenals voor de ASB een RIA buisje in duplo 
en voeg aan elk buisje 0,025 ml glycolmengsel en 0,05 ml 3H-DE respek-
tievelijk 3H- HEX (~ 40 . 000 dpm) toe . Damp droog onder verminderde druk 
bij 40°C. Neem de droogrest op in 0,05 ml methanol p.a. en vortex 10 
min en voeg dan 0,375 ml 0,05% gelatine bevattende 0,02 m fosfaatbuf-
fer toe aan de "monsters" en 0,425 ml aan de ASB ' s. Vortex 5 min. Voeg 
0,05 ml antiserumoplossing in oplopende verdunning toe aan de "mon-
sters". Incubeer alle buisjes 30 min bij+ 37°C en 30 min bij +4°C. 
Breng 0,1 ml van elk incubatiemengsel over in een plastic telflesje 
voor de "totaaltelling" . Pipetteer bij +4°C in alle buisjes 0,2 ml 
dextraangecoate koolsuspensie en schud. Incubeer 5 min bij +4°C . Cen-
trifugeer 10 min bij 3000 rpm in een gekoelde centrifuge (+4°C). Breng 
van elk supernatant 0,45 ml over in een plastic telflesje voor de tel-
ling van de gebonden fraktie . Pipetteer in alle telflesjes 3 ml scin-
tillatievloeistof en meet de radio-aktiviteit in een vloeistofscintil-
latieteller . 
1.4.2 Hoechst stilbeenantiserum nr. 6139 
Van dit antiserum worden droogresten geleverd van 2 ml 1:500 verdund 
antiserum. 
Neem een flesje met droogrest . Daar er deeltjes droogrest aan de dop 
kunnen zitten, het flesje licht kloppen om genoemde deeltjes van de 
dop los te maken . Voeg toe 2 ml 0,02 m fosfaatbuffer en rol het flesje 
zacht tussen de handen (ter bevordering van het oplossen) . Maak anti-
serumverdunningen met fosfaatbuffer van 1:500 tot 1:12.000. Aangezien 
dit antiserum geleverd wordt, 1:500 verdund, zijn kleinere verdunnin-
gen in dit geval niet mogelijk. 
Volg verder de werkwijze zoals in 1.4.1 beschreven. 
1.5 Resultaten 
-----
Tabel 1: RIV .tol antiserum nr. 0646/0647 met 3H-HEX 
2: RIVM antiserum nr. 0646/0647 met 3H-DE 
3: Hoechst stilbeenantiserum nr. 6139 met 3H-HEX 
4: Hoechst stilbeenantiserum nr. 6139 met 3H-DE. 
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Tabel 1 . Bepaling titer en werkverdunning van he t RIVH-OES- antiser um 
0646/0647 me t 3a- HEX 
Antiserum Telling totaal Telling ge-
verdunning fraktie bonden frak t ie B/T 
dpm dpm % 
1: 50 7692 7856 20874 22975 91 98 
1: 100 7948 7793 22022 22698 92 97 
1 : 250 7631 7605 21447 21329 94 94 
1: 500 7585 7442 16568 15231 73 68 
1: 1. 000 7476 7455 10016 10418 46 47 
1 : 2.500 7117 7413 5869 6126 28 28 
1: 5 .000 7079 7332 3872 4427 18 20 
1:10.000 7030 6907 3002 3023 14 15 
ASB 7144 6918 1594 1545 7 7 
(1) (2) (3) ( 4) 
Tabel 2. Bepaling tite r en werkverdunning van het RIVH-DES-a ntiserum 
0646/0647 met 3a-DE 
Antiserum Telling totaal Telling ge-
verdunning fraktie bonden fraktie B/T 
dpm dpm % 
1: 50 7290 6912 5938 6119 27 30 
1: 100 7051 7071 3654 3873 17 17 
1: 250 6931 6908 2248 2213 11 11 
1: 500 6799 7092 1804 1928 9 9 
1 : 1 . 000 6707 7127 1495 1310 7 6 
1 : 2.500 6722 6809 1333 1446 7 7 
1: 5.000 6837 6965 1123 1228 6 6 
1:10 . 000 6803 6458 1253 1127 6 6 
ASB 6719 6884 1194 1269 6 6 
(1) (2 ) (3) (4) 
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Tabel 3. Bepaling titer en werkverdunning van het Hoechst stilbeen-
antiserum 6139 met 3H-HEX 
Antiserum Telling totaal Telling ge-
verdunning fraktie bonden fraktie B/T 
dpm dpm % 
1: 500 7656 7320 14493 13699 63 65 
1: 1.000 7400 7547 7702 7907 35 35 
1: 2 .000 7444 7415 5400 5568 24 25 
1: 4 .000 7298 7476 3890 4044 18 18 
1: 6.000 7191 7566 3437 3478 16 15 
1: 8.000 7171 7043 2919 2892 14 14 
1:10.000 7330 7613 2717 2617 12 12 
1:12.000 7583 7463 2753 2628 12 12 
ASB 7457 7118 2032 1926 9 9 
(1) (2) (3) (4) 
Tabel 4. Bepaling titer en werkverdunning van het Hoechst-stilbeen-
antiserum 6139 met 3H- DE 
Antiserum Telling totaal Telling ge-
verdunning fraktie bonden fraktie B/T 
dpm dpm % 
1: 500 6943 6963 1797 1712 9 8 
1: 1.000 6991 7196 1568 1602 8 7 
1: 2.000 6925 7173 1507 1562 7 7 
1: 4.000 6993 6788 1172 1280 6 6 
1: 6.000 7247 7042 1240 1476 6 7 
1: 8 .000 6955 7044 1184 1379 6 6 
1:10.000 6739 7033 1365 1510 7 7 
1:12.000 6853 7095 1351 1309 7 6 
I 
ASB 6999 6886 1349 6 6 
(1) (2) (3) ( 4) 
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2. Berekening 
(3) x 2QQ x 500 
450 400 
% B/T = x 100 
(2) x lQQ 
100 
(3) x 2QQ x 500 ASB (3) x 2QQ x 500 
450 400 
x 100 - 450 400 x 100 % B/T gec = 
(2) x lQQ ASB (2) x 12.2 
100 100 
hierin is: 
(3) telling gebonden fraktie (dpm) 
600 volume v66r afname gebonden fraktie (~1) 
450 afname gebonden fraktie 
ASB (3): telling gebonden fraktie van de aspecifieke binding (dpm) 
(2) telling totaalfraktie (dpm) 
500 volume v66r afname totaalfraktie (~1) 
400 volume ná afname totaalfraktie (~1) 
100 afname totaalfraktie (~1) 
ASB (2): telling totaalfraktie van de aspecifieke binding (dpm). 
3. Conclusies 
Zowel met RIVM-DES-antiserum nr . 0646/0647 als met het Hoechst stil-
beenantiserum nr. 6139 kan, in combinatie met 3H-HEX HEX bepaald wor-
den. 
Uit figuur 1 blijkt dat de titer van het RIVH-OES-antiserum 0646/0647 
met 3H-HEX 1:760 is. De titer van dit antiserum in combinatie met 
3H-DE is zo laag (1:50 geeft een% B/T van 22) dat dit niet geschikt 
is voor de bepaling van DE met 3H-DE (figuur 2). 
Figuur 3 is de antiserumtitratiecurve van het Hoechst stilbeenantise-
rum nr. 6139. De titer van genoemd antiserum is in combinatie met 
3H-HEX 1:500. Zoals uit tabel 4 al blijkt, is dit Hoechst-antiserum 
helemaal niet te gebruiken voor het bepalen van DE met gebruik van 
3H-DE. 
Figuur 1: Antiserumtitratiecurve RIVM-As-0647/0647 met 3H-HEX. 
Figuur 2: Antiserumtitratiecurve RIVM-As-0646/0647 met 3H-DE . 
Figuur 3: antiserumtitratiecurve Hoechst-As-6139 met 3H- HEX. 
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4. Het bepalen van de kruiareaktiviteit van DE en DES met de HEX anti-
serumverdunningen van de antisera RIVM 0646/0647 en Hoechst 6139 
4.1 Pri,!;c.,!p.!:_ 
Dienestrol en diethylstilbestrol worden in opklimmende concentraties 
geincubeerd met de antisera in de "HEX verdunning". Van deze stoffen 
worden de % B/Bo berekend en vergeleken met % B/Bo van een HEX stan-
daardcurve. 
4.2 Definitie 
Onder kruisreaktie wordt verstaan de binding die het antiserum aangaat 
met andere verbindingen dan het eigen antigeen, uitgedrukt als percen-
tage van de binding met het eigen antigeen. 
4.3 _!ie.!,k~ijz!;_ 
Maak voor elk antiserum duplo standaardreeksen HEX, DES en DE. Voor 
HEX en DES in concentraties van 0.2-0.5-1-2 . 5-5-10 ng/ml ethanol p.a. 
en voor DE 1.0-2.5-5-10-50-100 ng/ml ethanol p.a. Neem bij iedere 
standaardreeks een nulpunt "Bo" en een blanko "ASB" mee. Pipetteer van 
deze standaardoplossingen 0,1 ml in een glazen RIA buisje en voeg 0,05 
ml 3H-HEX (in ethanol p . a.,~ 40.000 dpm) en 0,025 ml glycolmengsel 
toe . Voor de Bo en ASB worden in eenzelfde buisjes eveneens 0,05 ml 
3H-HEX en 0,025 rol glycolmengsel gepipetteerd en in plaats van 0,1 ml 
standaardoplossing, 0,1 ml ethanol p.a. Pipetteer eveneens in 5 plas-
tic telpotjes 0,05 ml 3H-HEX voor de totaaltellingen. 
Damp de buisjes droog en voeg aan alle buisjes 0,05 rol methanol p . a. 
toe en vortex 10 min. Voeg toe aan Bo ' n en aan standaardpunten 0,375 
ml RIA buffer en aan de ASB 0,425 ml RIA buffer. Vortex alle buisjes 5 
min. Voeg toe aan de Bo'n en aan de standaardpunten 0,05 ml antiserum, 
vortex en incubeer 30 min bij 37°C en 30 min bij 4°C . Breng 0,1 ml van 
elk incubatiemengsel over in een plastic telflesje (totaaltelling). 
Pipetteer bij 4°C in alle buisjes 0,2 ml DCC suspensie, schud alle 
buisjes en laat alles 5 min staan bij 4°C . Centrifugeer 10 min bij 
3000 rpm in een gekoelde centrifuge (4°C). Pipetteer van elk superna-
tant 0,45 ml in een plastic telflesje (boundtelling). Pipetteer in al-
le telflesjes 3 ml scintillatievloeistof en meet de radio-aktiviteit 
in een vloeistofscintillatieteller. 
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4.4 Resultaten 
Tabel 5. HEX standaardlijn met 3n- HEX en DES antiserum RIVM nr. 0646/0647 
Toegevoegde Telling Telling Opbrengst 
hoeveelheid totaal gebonden toegevoegde 
HEX fraktie Opbrengst fraktie B/T B/Bo hoeveelheid 
dpm % dpm % % ng/ml 
Bo 8164 7916 98 95 13402 13310 55 56 
0,2 7596 7583 91 91 11102 12203 49 54 86 97 0,18 0,18 
0,5 7671 7653 92 92 10370 10382 45 45 77 77 0,46 0,46 
1,0 7218 7353 87 88 8132 7125 38 32 62 49 0,87 0,88 
2,5 7344 7131 88 86 7360 6641 33 31 52 47 2,20 2,15 
5,0 7226 7253 87 87 4915 4786 23 22 30 28 4,35 4,35 
10,0 7345 7265 88 87 3523 3812 16 17 15 17 8,89 8,70 
ASB 7605 7638 91 92 2006 2025 9 9 
Tabel 6. DES standaardlijn met 3H-HEX en DES antiserum RIVM nr 0646/0647 
Toegevoegde Telling Telling Opbrengst 
hoeveelheid totaal gebonden toegevoegde 
HEX fraktie Opbrengst fraktie B/T B/Bo hoeveelheid 
dpm % dpm % % ng/ml 
Bo 7967 8120 96 98 13171 13479 54 55 
0,2 7509 7676 90 92 10856 11203 48 49 86 88 0,18 o, 18 
0,5 8056 7888 97 95 10210 10538 42 44 73 77 0,48 0,48 
1 ,o 7520 7585 90 91 9281 9438 41 41 70 70 0,90 0,91 
2,5 7420 7579 89 91 6748 7009 30 31 46 48 2,22 2,28 
5,0 7518 7622 90 92 5236 4962 23 22 31 29 4,50 4,60 
10,0 7292 7591 88 91 3616 3803 17 17 18 18 8,80 9,10 
ASB 7360 7770 89 93 2084 2027 9 9 
Tabel 7. DE standaardlijn met 3H- HEX en DES antiserum RIVM nr 0646/0647 
Toegevoegde Telling Telling Opbrengst 
hoeveelheid totaal gebonden toegevoegde 
HEX frakt ie Opbrengst fraktie B/T B/Bo hoeveelheid 
dpm % dpm % % ng/ml 
Bo 7689 7884 92 95 13139 13924 57 59 
1 , o 7578 7585 91 91 11249 10921 49 '•9 82 82 0,91 0,91 
2,5 7577 7330 91 88 11048 10421 49 47 82 78 2,28 2,20 
5,0 7379 7325 89 88 8734 9178 39 42 61 67 4,45 '• ,40 
10,0 7259 7262 89 87 7633 8087 34 37 51 57 8,90 8,70 
50,0 7484 7260 90 87 4579 4437 20 20 22 22 45 43,5 
100,0 7318 727o 1 88 88 4078 3783 19 17 20 16 88 88 
ASB 7126 7322 68 88 2000 1945 9 9 
To t aa lt elling : 41572 dpm 
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Tabel 8. HEX standaardlijn met 3H-HEX en stilbeenantiserum Hoechst nr. 6139 
Toegevoegde Telling Telling Opbrengst 
hoeveelheid totaal gebonden toegevoegde 
HEX fraktie Opbrengst fraktie B/T B/Bo hoeveelheid 
dpm % dpm % % ng/ml 
Bo 64S9 7022 86 94 12812 12448 66 S9 
0,2 6S4S 6S88 87 88 10998 10784 S6 ss 88 86 0,17 0,18 
o,s 6S88 6S47 88 87 10470 106S8 S3 S4 83 84 0,44 0,44 
1,0 6678 6423 89 86 7201 8184 36 42 S1 62 0,89 0,86 
2,S 6379 67S2 8S 90 6964 683S 36 34 S1 48 2,12 2,2S 
s,o 6271 6812 84 91 497S S099 26 2S 33 31 4,20 4,SS 
10,0 6733 6894 90 92 3941 3720 20 18 22 18 9,00 9,20 
ASB 6552 6342 87 85 1S83 1617 8 8 
Tabel 9. DES standaardlijn met 3H- HEX en DES stilbeenantiserum Hoechst nr. 6139 
Toegevoegde Telling Telling Opbrengst 
hoeveelheid totaal gebonden toegevoegde 
HEX fraktie Opbrengst fraktie B/T B/Bo hoeveelheid 
dpm % dpm % % ng/ml 
Bo 6852 7298 91 97 1347S 12977 66 59 
0,2 6943 6618 93 88 12732 12457 61 63 97 100 0,19 0,18 
0,5 6575 6S23 88 87 12017 11628 61 S9 97 93 0,44 0,44 
1 '0 6857 6714 91 89 11638 11788 57 S9 90 93 0,91 0,89 
2,S 7738 663S 103 88 10106 10627 44 S3 65 82 2,50 2,20 
5,0 6656 6863 89 91 8766 8683 44 42 6S 62 4,4S 4,55 
10,0 6473 6589 86 88 7831 7940 40 40 58 58 8,60 8,80 
ASB 6411 6157 85 82 1804 1730 9 9 
Tabel 10. DE standaardlijn met 3H-HEX en stilbeenantiserum Hoechst nr. 6139 
Toegevoegde Telling Telling Opbrengst 
hoeveelheid totaal gebonden toegevoegde 
HEX fraktie Opbrengst fraktie B/T B/Bo hoeveelheid 
dpm % dpm % % ng/ml 
Bo 6603 6708 88 89 13592 13125 69 65 
1 ,o 6691 6895 89 92 12385 13364 62 6S 92 97 0,89 0,92 
2,5 6712 6876 89 92 11781 11022 S9 53 86 76 2,22 2,30 
5,0 6532 678S 87 90 10648 10902 S4 S4 78 78 4,3S 4,SO 
10,0 6936 684S 92 91 9088 8764 44 43 61 59 9,20 9,10 
50,0 6580 6748 88 90 S722 S533 29 27 36 32 44,00 45,00 
100,0 6556 6599 87 88 426S 4437 22 22 24 24 87,00 88,00 
ASB 6411 6492 85 87 1627 1586 8 8 
I I I I I I I 
Totaaltelling: 37520 dpm 
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5. Berekening 
% opbrengst 5 x telling totaalfraktie x 1oo% 
totaaltelling 
toegevoegde hoeveelheid x % opbrengst 
100 
% B = telling gebonden fraktie x ~ x 500 
450 400 
% B/BO 
telling opbrengst fraktie x 500 
100 
% Bs - % Basb x 100% 
% Bbo - %Basb 
hierin zijn: 
x 100% 
600/450, 500/400 en 500/100 = korrektiefaktoren voor volume-afname 
% B percentage "gebonden" fraktie 
% Bs percentage "gebonden" fraktie standaardpunt 
% Basb percentage "gebonden" fraktie blanco 
% Bbo percentage "gebonden" fraktie nulpunt 
% B/Bo percentage "gebonden" fraktie t.o.v. het nulpunt. 
5.4 Uitzetten standaardcurven 
Zet op logitlogpapier tegen elkaar uit, de concentratie van de terug-
gevonden hoeveelheid HEX in ng/ml (x-as) en het% B/Bo (y-as) . 
(zie de figuren 4 en 5). 
5.5 !e.!.e~e_!li_!lg_%_k.E.u.!.s.!.e_!!k.E,i~ 
Het percentage kruisreaktie van een stof wordt berekend door de con-
centratie HEX die 50% B/Bo geeft te vergelijken met de concentratie 
van die stof die eveneens een % B/Bo geeft van 50 . 
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concentratie HEX bij 50% B/Bo x 1oo% 
concentratie X bij 50% B/Bo 
X stelt één van de gemeten verbindingen voor . 
Tabel 11 . Percentage kruisreaktie van DES en DE in de HEX-bepaling 
Verbinding 
HEX 
DES 
DE 
RIVM 
Conc. bij 50% B/Bo 
met antiserum 
0646/0647 Hoechst 
ng/ml ng/ml 
1,6 1,75 
1,6 13,0 
10 2 20 0 
6. Resultaten en conclusies 
Voor de RIA bepaling van HEX geldt: 
Kruisreaktie 
met antiserum 
6139 RIVtot 0646/0647 Hoechst 6139 
% % 
100 100 
100 13 , 5 
15 7 8 8 
-het RIVM-DES-antiserum 0646/0647 in de HEX verdunning van.±. 1:760 
kruisreageert voor 100% met diethylstilbestrol en voor 15,7% met 
dienestroL 
- het Hoechst stilbeenantiserum 6139 kruisreageert voor 13,5% met 
diethylstilbestrol en voor 8,8% met dienestrol. 
Figuur 4: Kruisreaktiesmet RIVM-As-0646/0647. 
Figuur 5: Kruisreakties met Hoechst-As-6139. 
De bepaling van HEX wordt door de aanwezigheid van DES of DE bij ge-
bruikntaking van RIVM-DES-antiserum 0646/0647 dus aanzienlijk meer ge-
stoord dan bij gebruikmaking van het Hoechst stilbeenantiserum 6139, 
overeenkomstig de verwachting. 
Wanneer echter de aanwezigheid van DES en DE is uit te sluiten (zoals 
bij proeven met HEX toediening aan dieren), is het RIVM antiserum niet 
minder bruikbaar. 
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